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5-氟尿嘧啶联用拟康氏木霉胞外多糖对结肠癌移植瘤小鼠的抑瘤作用

朱 磊1，2，芦静波1，2，陈靠山1，2

( 皖南医学院 1． 药学院; 2． 安徽省多糖药物工程技术研究中心，安徽 芜湖 241002)

【摘 要】目的: 研究拟康氏木霉胞外多糖联用 5-氟尿嘧啶体内抗肿瘤活性。方法: 以 CT26 结肠癌移植瘤小鼠为模型，检测药

物对小鼠 CT26 移植瘤的抑制作用和生理指标的影响。结果: 联合用药组的抑瘤率随拟康氏木霉胞外多糖浓度的升高显示出

剂量依赖性且高于 5-氟尿嘧啶单独给药组，与 5-氟尿嘧啶组相比，联合用药明显改善了小鼠的各项生理指标与生存质量。
结论: 拟康氏木霉胞外多糖联用 5-氟尿嘧啶对治疗小鼠结肠癌具有协同与增效减毒作用。
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Antitumor activity of an exopolysaccharide from Trichoderma pseudokoningii complexes car-
rying 5-fluorouracil on CT26-tumor bearing mice

ZHU Lei，LU Jingbo，CHEN Kaoshan
Department of Pharmacy，Wannan Medical College，Wuhu 241002，China

【Abstract】Objective: To observe the antitumor effect of exopolysaccharide ( EPS) from Trichoderma pseudokoningii containing 5-fluorouracil ( 5-FU) in
tumor bearing mice using in vivo technique． Methods: CT26-tumor bearing mouse models were developed，and the effects of EPS on inhibition of the tumor
and physiological indexes were determined． Ｒesults: Combined EPS with 5-FU significantly inhibited the CT26 tumor growth in a dose-dependent manner，
and the inhibition rate in CT26 tumor was higher using the complexes than simple 5-FU． Still，the physiological index and the quality of life were improved
in the tumor bearing mice after intervention with EPS plus 5-FU． Conclusion: Combined EPS with 5-FU presents enhanced antitumor activity，and EPS
could attenuate toxicity effect induced by 5-FU．
【Key words】Trichoderma pseudokoningii; exopolysaccharide; antitumor activity; immunoregulation
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癌症是众所周知的严重危害人类生命健康及威

胁社会发展的疾病。随着当今社会人类生活环境日

益污染，生活压力的提高，人口老龄化以及人们日常

生活饮食习惯变化等导致癌症的病死率升高［1］。
在美国，结直肠癌在癌症发病率和病死率中均排列

第三位，2014 年大约有 71 830 名男性和65 000名女

性被诊断为结直肠癌，并且将有 26 270 名男性和 24
040 名女性死于这种恶性疾病［2］。化疗药物在癌症

的治疗中占主要地位，但大多数化疗药物在杀伤癌

细胞的同时也杀灭了机体正常细胞，会对机体造成

严重的副作用［3］。所以研发具有癌症治疗效果同

时毒副 作 用 较 低 的 药 物 或 者 辅 助 治 疗 药 物 迫 在

眉睫。
多糖( polysaccharides) 是由 10 个以上的单糖通

过糖苷键链接而成的天然高分子聚合物，广泛存在

于天然产物与动物中，近年来国内外学者研究发现

多糖具有较好的抗肿瘤活性与较低的毒性［4］，且较

多的多糖作为免疫调节剂通过提高机体免疫而发挥

抗肿瘤活性［5 － 11］。拟康氏木霉 ( Trichoderma pseud-
okoningii) 是本课题组从玉米秸秆中分离的一种丝

状真菌，由刘世名博士鉴定，属于真菌类半知菌亚

门、丝胞纲、木霉属。其生长所需的环境条件比较简

单( 营养、温度、光照等) ，且生长迅速。前期实验表

明，拟康氏木霉胞外多糖 TPS1-1 组分能显著促进小

鼠脾淋巴细胞的体外增殖及巨噬细胞的吞噬活性、
酸性磷酸酶活性、NO 产量、促进脾淋巴细胞体外分

泌细胞因子，对免疫低下的小鼠具有良好的免疫调

节作用［12］。在体外能够抑制人白血病 K562 细胞、
人白血病 HL-60 细胞、人胃癌 SGC-7901 细胞增殖，

诱导 人 白 血 病 K562、人 胃 癌 SGC-7901 细 胞 凋

亡［13］。在此基础上，作为一种免疫调节剂，拟康氏

木霉胞外多糖的体内抗肿瘤活性至今尚未被研究。
本实验通过建立 CT26 结肠癌小鼠模型，采用 5-氟
尿嘧啶( 5-FU) 联合拟康氏木霉胞外多糖( extracellu-
ar polysaccharides of Trichoderma pseudokoningii，
EPS) 对 CT26 结肠癌移植瘤小鼠体内抗肿瘤活性及

机制进行初步研究，为将其开发成为一种抗肿瘤药

物或辅助治疗药物提供理论依据和数据支持。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 药品及试剂 EPS 由本实验室提供; 瘤株

CT26 购自于中国科学院上海药物研究所; 0． 25% 胰

酶消化液购自于 Gibco 公司; 特级胎牛血清、5-FU
购自于 Sigma 公司; ＲPMI 1640 培养基 ( 含青霉素，

链霉素) 购自于南京建成生物科技有限公司。
1． 1． 2 实验动物 BALB /C 清洁级雌性小鼠，4 ～ 8
周龄，体质量 18 ～ 20 g，购自于南京青龙山养殖场。
1． 1． 3 仪器 超净工作台，苏州净化设备有限公

司; CO2 培养箱，日本 SANYO 公司; 倒置显微镜，日

本 OLYMPUS 公司; EYELA N-1100 型旋转蒸发仪，

日本东京理化公司; SHB-Ⅲ S 循环水式多用真空

泵，郑州长城科工贸有限公司; 艾科浦超纯水系统，

颐洋企业发展有限公司; LABCONCO 冷冻浓缩干燥

系统，美国 LABCONCO 公司; Sigma4K15 型离心机，

美国 Sigma 公司; TDL-5-A 型低俗台式离心机，上海

安亭科技仪器厂。
1． 2 方法

1． 2． 1 EPS 的制备 拟康氏木霉接种于 PDA 培养

基，待其活化后，由平板接入液体培养基中，在 28
℃、120 r /min 的摇床振荡条件下培养 7 d，用四层纱

布除去菌丝和孢子后，离心收集上清液，置于旋转蒸

发仪中旋转蒸发，浓缩至原体积的 1 /3，加入 3 倍体

积 95%乙醇静置过夜，离心收集沉淀，加入蒸馏水

后用 Sevag 法( 氯仿∶ 正丁醇 = 4∶ 1，V /V) 脱蛋白，蒸

馏除去有机溶剂，过 D101 大孔树脂，透析后经冷冻

干燥得到 EPS。
1． 2． 2 肿瘤细胞培养 小鼠结肠癌细胞 CT26 置

于 ＲPMI 1640 完全培养基中，5%CO2 培养箱中恒温

37 ℃培养。取处于对数期的细胞进行实验。
1． 2． 3 移植瘤模型的建立 PBS 稀释处于对数生

长期 的 CT26 细 胞，使 其 密 度 为 2 × 106 个 /mL。
75% 酒精对小鼠右腋下进行消毒擦拭，腋下接种

0. 2 mL /只，每日观察小鼠右腋，待其出现绿豆粒大

小肿块，说明移植瘤模型建立成功。
1． 2． 4 EPS 联用 5-FU 对小鼠 CT26 结肠癌移植瘤

生长和免疫器官的影响 50 只建模成功的雌性

BALB /C 小鼠随机分成肿瘤模型组( 对照组) 、5-FU
组［20 mg / ( kg·d) ］，EPS 低、中、高剂量［50、100、
200 mg / ( kg·d) + 5-FU 20 mg / ( kg·d) ］组。每日

固定时间灌胃给药一次，连续给药 10 d，末次给药后

禁食不禁水 12 h，计算各组存活小鼠个数 ( 肿瘤模

型组存活 8 只; 5-FU 组存活 7 只; EPS 低剂量 + 5-
FU 组存活 7 只; EPS 中剂量 + 5-FU 组存活 7 只;

EPS 高剂量 + 5-FU 组存活 7 只) 并称重，脱颈处死，

75%酒精浸泡，剪开其腋下皮肤及胸腔，剥离肿瘤组

织和胸腺脾脏，分别称重记录。计算抑瘤率、脾脏指

数和胸腺指数及各组小鼠存活率。计算方法如下:

抑瘤率 = ［( 肿瘤模型组平均瘤质量 － 给药组平

均瘤质量) /肿瘤模型组平均瘤质量］× 100%
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脾脏指数 = 脾脏质量( mg) /终体质量( g)

胸腺指数 = 胸腺质量( mg) /终体质量( g)

1． 2． 5 EPS 联用 5-FU 对小鼠心脏、肝脏、肾脏的影

响 小鼠末次给药后禁食不禁水 12 h。称重并脱颈

处死，75%酒精浸泡，剪开其胸腔，剥离心脏、肝脏及

其肾脏，分别称重记录。
1． 2． 6 EPS 联用 5-FU 对小鼠血常规的影响 小鼠

末次给药后禁食不禁水 12 h，每只小鼠眼球取血并

用 EDTA 抗凝管收集，颠倒数次后立即送检。
1． 2． 7 数据统计处理 所有数据均采用均数 ± 标

准差记录，运用 SPSS 11． 0 软件分析，多组均数比

较，使 用 单 因 素 方 差 分 析，两 组 间 差 异 比 较 采 用

Duunett-t 检验，P ＜ 0． 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 EPS 联用 5-FU 对 CT26 结肠癌小鼠的抑瘤作

用及对免疫器官和体质量的影响 结果如表 1 所

示，和肿瘤模型组相比，各用药组小鼠平均体质量均

明显下降，其中 5-FU 组下降最为明显，说明单独 5-
FU 用药毒性最大; 但和 5-FU 组相比，各联合用药组

小鼠平均体质量均明显上升，提示 EPS 可以在很大

程度上缓解 5-FU 治疗癌症带来的毒性。实验结果

也显示，5-FU 组和联合用药组均能明显减少 CT26
小鼠的瘤质量，且和 5-FU 组相比，联合用药中、高剂

量组的瘤质量均明显比 5-FU 组较低，且呈剂量依赖

性，其中 EPS 高剂量［200 mg / ( kg·d) ］联合 5-FU
［20 mg / ( kg·d) ］组瘤质量最低( P ＜ 0． 001 ) ，抑瘤

率高达72． 24%，说明 EPS 联合 5-FU 用药对 CT26
结肠癌具有更好的疗效。

表 2 显示，与肿瘤模型组相比，各用药组的胸腺

和脾脏质量均明显降低，但和 5-FU 组相比，各用药

组的胸腺和脾脏质量均上升，说明 EPS 的摄入提高

了小鼠机体的免疫器官质量，提升了小鼠免疫器官

指数，增强了小鼠机体的免疫力。

表 1 联合用药对 CT26 结肠癌小鼠体质量、瘤质量及抑瘤率的影响( 珋x ± s)

组别 剂量 /［mg / ( kg·d) ］ 体质量 / g 瘤质量 / g 抑制率 /%

肿瘤模型组 － 26． 39 ± 1． 34 2． 99 ± 0． 89 －

5-FU 组 20 18． 70 ± 1． 56＊＊＊ 1． 24 ± 0． 62＊＊＊ 58． 53

EPS 低剂量 + 5-FU 组 50( EPS) + 20( 5-FU) 21． 72 ± 1． 86＊＊＊# 1． 09 ± 0． 36＊＊＊ 63． 55

EPS 中剂量 + 5-FU 组 100( EPS) + 20( 5-FU) 22． 89 ± 2． 51＊＊## 0． 89 ± 0． 51＊＊＊ 70． 23

EPS 高剂量 + 5-FU 组 200( EPS) + 20( 5-FU) 23． 31 ± 2． 34* ### 0． 83 ± 0． 49＊＊＊ 72． 24

F － 15． 096 16． 668 －

P － ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 －

注: 与肿瘤模型组相比，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001; 与 5-FU 组相比，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01，###P ＜ 0． 001。

表 2 联合用药对 CT26 结肠癌小鼠免疫器官的影响( 珋x ± s)

组别 剂量 /［mg / ( kg·d) ］ 脾脏质量 / g 脾脏指数 / ( mg /g) 胸腺质量 / g 胸腺指数 / ( mg /g)

肿瘤模型组 － 0． 209 ± 0． 069 7． 83 ± 2． 27 0． 129 ± 0． 024 4． 90 ± 0． 99

5-FU 组 20 0． 050 ± 0． 023＊＊＊ 2． 68 ± 1． 31＊＊＊ 0． 070 ± 0． 006＊＊＊ 3． 75 ± 0． 25*

EPS 低剂量 + 5-FU 组 50( EPS) + 20( 5-FU) 0． 126 ± 0． 035＊＊## 5． 76 ± 1． 40* ## 0． 116 ± 0． 031## 5． 27 ± 0． 99##

EPS 中剂量 + 5-FU 组 100( EPS) + 20( 5-FU) 0． 060 ± 0． 032＊＊＊ 2． 93 ± 1． 06＊＊＊ 0． 084 ± 0． 024＊＊ 3． 67 ± 0． 84*

EPS 高剂量 + 5-FU 组 200( EPS) + 20( 5-FU) 0． 081 ± 0． 028＊＊＊ 3． 42 ± 0． 95＊＊＊ 0． 104 ± 0． 027# 4． 43 ± 0． 90

F － 18． 19 17． 50 7． 073 4． 925

P － ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 ＜ 0． 001 0． 003

注: 与肿瘤模型组相比，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001; 与 5-FU 组相比，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01。

2． 2 EPS 联用 5-FU 对 CT26 结肠癌小鼠心、肝、肾

的影响 实验结果如表 3 所示，和肿瘤模型组相比，

各用药组的脏器质量均下降，其中 5-FU 肝脏质量下

降显著( P ＜ 0． 01 ) ，肾脏质量下降更为显著 ( P ＜
0. 001) ，提示 5-FU 对 CT26 结肠癌小鼠肝脏和肾脏

毒性最大; 和 5-FU 组相比，各联合用药组脏器质量

均高于 5-FU 组，虽然差异无统计学意义，但在一定

程度上说明 EPS 可以降低 5-FU 对机体心脏、肝脏和

肾脏带来的毒性，对这些脏器具有一定的保护作用。
2． 3 EPS 联用 5-FU 对 CT26 结肠癌小鼠血液学参

数的影响 如表 4 可以看出，各组之间的红细胞和

白细胞总数参数虽然没有统计学差异，但可以看出

EPS 可以一定程度地改善小鼠异常红细胞和白细胞

总数，各联合用药组小鼠的血小板总数均低于肿瘤

模型组和 5-FU 组，且 EPS 低剂量联合 5-FU 组小鼠

血小板总数与 5-FU 组相比具有统计学差异 ( P ＜
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0. 01) 。5-FU 组血小板总数最高，提示凝血功能亢

进，易发生血管内凝血，进一步加重出血。结果表明

EPS 可以有效降低 CT26 结肠癌小鼠的血小板水平。

表 3 联合用药对小鼠心脏、肝脏、肾脏的影响( 珋x ± s)

组别 剂量 /［mg / ( kg·d) ］ 心脏 / g 肝脏 / g 肾脏 / g

肿瘤模型组 － 0． 141 ± 0． 030 1． 325 ± 0． 177 0． 329 ± 0． 030

5-FU 组 20 0． 107 ± 0． 027 0． 931 ± 0． 218＊＊ 0． 237 ± 0． 034＊＊＊

EPS 低剂量 + 5-FU 组 50( EPS) + 20( 5-FU) 0． 119 ± 0． 024 1． 189 ± 0． 210 0． 286 ± 0． 040

EPS 中剂量 + 5-FU 组 100( EPS) + 20( 5-FU) 0． 116 ± 0． 029 1． 093 ± 0． 246 0． 279 ± 0． 043

EPS 高剂量 + 5-FU 组 200( EPS) + 20( 5-FU) 0． 126 ± 0． 034 1． 013 ± 0． 202* 0． 269 ± 0． 052*

F － 1． 476 3． 952 5． 074

P － 0． 233 0． 01 0． 003

注: 与肿瘤模型组相比，* P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001。

表 4 联合用药小鼠血常规参数的变化( 珋x ± s)

组别 剂量 /［mg / ( kg·d) ］ 红细胞 / ( 1012 /L) 白细胞 / ( 109 /L) 血小板 / ( 109 /L)

肿瘤模型组 － 9． 33 ± 0． 73 3． 91 ± d1． 78 601． 00 ± d115． 56

5-FU 组 20 8． 85 ± 0． 24 2． 21 ± 1． 41 642． 57 ± 176． 53

EPS 低剂量 + 5-FU 组 50( EPS) + 20( 5-FU) 8． 38 ± 1． 41 2． 37 ± 1． 34 418． 86 ± 81． 94* ##

EPS 中剂量 + 5-FU 组 100( EPS) + 20( 5-FU) 9． 08 ± 0． 50 2． 82 ± 1． 03 454． 86 ± 122． 67#

EPS 高剂量 + 5-FU 组 200( EPS) + 20( 5-FU) 8． 87 ± 0． 16 2． 96 ± 0． 80 568． 00 ± 108． 31

F － 1． 597 1． 895 4． 223

P － 0． 200 0． 136 0． 008

注: 与肿瘤模型组相比，* P ＜ 0． 05; 与 5-FU 组相比，#P ＜ 0． 05，##P ＜ 0． 01。

3 讨论

具有抗肿瘤活性的天然动物及植物多糖广泛存

在于自然界中，而将其开发成为一种新型抗肿瘤药

物往往要以开发及消耗其他的天然资源为代价来获

得。自从 1969 年日本学者报道香菇多糖具有抗肿

瘤活性后，天然真菌多糖越来越受到国内外学者的

广泛关注，之后又有约两百多种具有抗肿瘤活性的

真菌多糖陆续被发现［14］，我国真菌资源丰富，对真

菌多糖的研究近年取得很大的进展，除了传统的大

型真菌来源的真菌多糖，许多研究表明霉菌来源的

多糖也同样具有多种生物学活性，因其开发所需成

本低廉、生长所需环境简单、消耗资源少、培养易操

作等优势，开始受到关注。拟康氏木霉是一种丝状

真菌，生长期间能够产生大量胞外多糖，并且其生长

所需环境条件简单且生长迅速，成本低廉［15］。本实

验室前期实验已经证明 EPS 具有多种生物学活性:

可显著提高番茄和黄瓜叶片水杨酸含量，激活植物

的活性氧爆发使之产生诱导抗性及系统抗性，起到

预先免疫的作用［16 － 17］。该多糖体外能显著诱导脾

淋巴细胞增殖，促进巨噬细胞的吞噬活性，抑制白血

病细胞 K562 的增殖，提高机体免疫力［12，18］。在细

胞水平实验和动物实验中，发现该多糖能显著刺激

小鼠脾淋巴细胞增殖，促进小鼠脾淋巴细胞分泌 IL-
2，增强小鼠巨噬细胞的吞噬作用，对正常小鼠及免

疫低下模型小鼠的体液免疫及细胞免疫均有良好的

促进作用［12］，并且对肿瘤细胞凋亡有显著的诱导作

用［18］。
化疗药物是治疗肿瘤的传统药物，而目前临床

上大部分的化疗药物在杀伤肿瘤细胞的同时也杀死

了机体正常的细胞，缺乏靶向性，对造血系统、免疫

系统等造成很大伤害。5-FU 作为目前临床上最有

效的化学治疗药物之一，由于其毒性的累积性，连续

使用会造成机体极大的伤害。此外，本研究在对小

鼠肿瘤治疗的日常观察中发现，单纯灌胃 5-FU 给药

组的小鼠体态日渐瘦弱，毛色发黄无光泽且凌乱，行

动及反应迟缓，嗜睡，而联合给药组小鼠生存状态明

显较好，体态较 5-FU 给药组丰盈，毛色自然柔顺，行

动及反应迅速，说明 EPS 在一定程度上减轻了 5-FU
治疗肿瘤中给机体带来的毒性伤害，改善了小鼠生

存质量。从实验数据提示，联合给药组的抑瘤率较

5-FU 组高且呈剂量依赖性，小鼠免疫器官指数、心

脏、肝脏和肾脏质量也在一定程度上较 5-FU 组高，

这些结果显示 EPS 与 5-FU 联用具有协同作用，同时

在一定程度上减轻了 5-FU 单独用药对机体带来的
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免疫系统损伤和对脏器的毒性。从本实验对血液学

参数的结果分析可以看出，单纯 5-FU 给药的 CT26
移植瘤小鼠血液中红细胞和白细胞总数较低，而

EPS 联用 5-FU 可以改善 CT26 移植瘤小鼠血液中红

细胞和白细胞总数，同时血小板参数说明 EPS 联用

5-FU 一定程度上遏制了 CT26 结肠癌小鼠凝血功能

的亢进。
本实验对 EPS 联用 5-FU 治疗 CT26 结肠癌移植

瘤小鼠进行了初步的分析，联合用药的协同与增效

减毒的作用为将 EPS 开发为一种有效的癌症辅助治

疗药物与免疫佐剂提供了理论依据与数据支持，也

为进一步深入研究该多糖联用 5-FU 的抗肿瘤机制

奠定了实验基础。
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